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論文内容の要旨
Nucleosome assembly protein-1 CNap-1 )は in uitro の生理的条件下でヌクレオソーム形成を促進するタン
パク質としてヒト及びマウスの培養細胞から分離され，多くの真核生物に存在することが示唆されている。これまで
に出芽酵母 CSacchαromyces cereuisiαりから NAP-l 遺伝子がクローニングされており，その塩基配列から推定
される酵母 Nap-1 は417アミノ酸からなる分子量47， 848のタンパク質で，酸性アミノ酸に富む領域が 3 ケ所存在す
ることが報告されている。
本研究では Nap-1 の構造と機能，特にヌクレオソーム形成活性に重要だと考えられてきた酸性アミノ酸に富む領
域の機能を調べるために， クローン化したし酵母 NAP-l 遺伝子から種々の欠失変異タンパク質をコードする遺伝子
を作成した。それらの活性を調べるため，先ず完全長の酵母 Nap-1 を T7 gene 10産物の数アミノ酸との融合タンパ
ク質として大腸菌で大量に発現させた。そして， MonoQ カラムクロマトグラフィーにより部分的に精製した酵母
Nap-1 はヒトやマウス細胞から精製した Nap-1 と同等のヌクレオソーム形成活性を持つことを明らかにした。次
に，いくつかの Nap-1 欠失変異タンパク質を同様の方法で大腸菌で発現させ，部分精製したものについてその活性
を調べたところ，最長の酸性アミノ酸領域を含む C 末端側52残基を欠失させた変異タンパク質(ム366-417) にはヌ
クレオソーム形成活性があり，さらに上流31残基を欠失させた変異タンパク質(ム335-417) には活性がないことが
判明した。一方， C 末端側52残基を欠失させ，さらに N 末端側42残基欠失させた変異タンパク質(ムト42， 366 ・ 417)
は活性があったが，さらに N 末端側を欠失させた変異タンパク質(ム 1 -126, 366-417) では活性がなくなることが
わかった。この結果は43 ・ 365残基が活性に必要十分な領域であることを示している。このことは，従来，酸性アミノ
酸に富む領域はヌクレオソーム形成活性をもっタンパク質に共通して存在することから，塩基性タンパク質であるヒ
ストンと結合するために重要であると考えられてきたが，少なくとも Nap-1 の C 末端側にある酸性アミノ酸に富む
領域は必要ではなく他の領域が重要であることを示している。
次にヌクレオソーム形成活性のない欠失変異タンパク質はなぜ活性がなくなるかを調べた。ヒト Nap-1 とコアヒ
ストンを混合すると 128 の複合体が形成されることが報告されている。種々の Nap- 1 欠失変異タンパク質をコア
ヒストンと混合し， 128 の複合体形成を調べたところ，ヌクレオソーム形成活性のある Nap- 1 欠失変異タンパク質
は128 の複合体を作るが，ヌクレオソーム形成活性のない Nap-1 欠失変異タンパク質は128 の複合体を全くあるい
はほとんど形成させず異常な集合体を形成した。このことからヌクレオソーム形成活性には Nap-1 とコアヒストン
の128 複合体の形成が不可欠であることが判明した。
さらに，遺伝学的研究の比較的簡単にできる酵母を使って， Nap-1 の Ln vwo での機能を調べた。酵母 NAP-l 遺
伝子は第11染色体にあり，酵母の株によって半数体あたり l 個あるいは 2 個存在することがわかった。 YM161株を
除いては， NAP-l 遺伝子を破壊しても増殖に影響がないことから ， NAP-l は必須遺伝子ではないと結論した。し
かし YM161株では， NAP-l 遺伝子が破壊されると 370Cで生存率が低下することが判明した。この株を非許容温度
に移した後の細胞は大きな芽を出した状態で止まっており， DAPI で染色した核は母細胞中あるいは娘細胞との中
間付近に留まって，核の分配が異常になっていると思われた。生存率の低下は Nap-1 を発現するプラスミド pTN
819を導入すると改善されることから， Nap-1 は他のタンパク質と共同で核の分配に影響を与える反応に関与してい
ると考えられる。
最後にマウス Nap-1 cDNA を分離することにより，マウスと酵母の Nap-1 を比較し， Nap-1 の機能に重要な領
域の推定を試みた。ヒト Nap- 1 モノクローナル抗体でマウス精母細胞 cDNA ライブラリーをスクリーニングする
ことにより，マウス Nap帽 1 のcDNA を得，その塩基配列を決定した。塩基配列から推定されるマウス Nap-1 は
391アミノ酸からなり，分子量45， 344であった。酵母とマウス Nap-1 のアミノ酸配列を比較すると，約30%が相同
で， 2 ケ所の非常に相同な領域に加えて，酸性アミノ酸に富む領域が保存されていることが明らかになった。
以上の結果から， Nap-1 のヌクレオソーム形成活性には単に Nap- 1 がヒストンに結合するだけでは不十分で，
128 の複合体形成が不可欠であり， この複合体形成には C 端末側にある酸性アミノ酸に富む領域は不必要であるこ
とが明らかになった。しかしマウス Nap-1 にも C 末端側に酸性アミノ酸に富む領域が存在することから，この領
域はなんらかの機能をもっていることが示唆された。また， Nap-1 は他のタンパク質と共同で核の分配に影響を与
える反応に働いていることが示唆された。酸性アミノ酸に富む領域は他のタンパク質との相互作用に必要なのかもし
れないが，この点に関しておよび Nap-1 が核の分配にどのようにして関与しているかについては今後の課題である。
論文審査の結果の要旨
ヌクレオソーム形成促進因子 Nap-1 蛋白質の遺伝子をマウスから分離し酵母のそれと比較解析した。そしてそ
の活性には， ヒストンと結合して128 の複合体を形成することが不可欠で，それには，考えられていた C 末端側の
酸性アミノ酸領域は必要ないことを明かにした。また Nap-1 は他の蛋白質と共同で核の分配に関与していることを
示唆した。これらの成果は博士(理学〉の学位論文として十分価値のあるものと認める。
